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Abstrakt 

 

Reprodukční management v koňské chovatelské praxi se stále více opírá o in vitro fertilizaci 

(IVF) koňských oocytů. Tato technologie je komplexní proces zahrnující zisk nezralých 

oocytů, jejich in vitro maturaci a in vitro oplození hřebčím spermatem. Po následné in vitro 

kultivaci je časné embryo přeneseno do synchronizované příjemkyně. Úspěšnost koňského 

IVF je však ovlivněna mnoha faktory, například kvalitou oocytů, kapacitací spermií nebo i 

základními technickými aspekty samotného procesu, který je značně odlišný od jiných 

savčích modelů. Cílem této bakalářské práce je zhodnocení současných poznatků o IVF 

koňských oocytů, identifikace klíčových faktorů ovlivňujících úspěšnost celého procesu a 

popis současných postupů při přípravě gamet pro IVF. Inkorporací nejnovějších přístupů 

v IVF technologii u koní, a jejich následnou optimalizací, bude dosaženo vyšší úspěšnosti 

celého procesu. Klíčovými aspekty pro zdokonalení koňského IVF je odběr gamet a následná 

manipulace s nimi, in vitro maturace oocytů, in vitro kapacitace spermií a následný 

embryonální vývoj.  
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Abstract 

Reproductive management in horse breeding increasingly relies on in vitro fertilization (IVF) 

techniques. This technology entails a complex process, including the acquisition of 

immature oocytes, their in vitro maturation, fertilization with sperm, and subsequent 

cultivation of the early embryo before transfer into a synchronized recipient. However, the 

success of equine IVF is influenced by various factors such as oocyte quality, sperm 

capacitation, and technical issues unique to this process, compared to other mammalian 

models. This bachelor's thesis aims to summarize and evaluate current knowledge on IVF of 

horse eggs, identify key factors influencing success, and describe current procedures for 

gamete preparation. By incorporating the latest IVF approaches and optimizing them, a 

higher success rate can be achieved. Key aspects for improving equine IVF include gamete 

collection and handling, in vitro oocyte maturation, sperm capacitation, and subsequent 

embryonic development. 
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Úvod 
 

20. století přineslo obrovský rozvoj biotechnologií. Mezi ně se řadí také metodiky 

umělého oplodnění. Patří mezi ně kontrolovaná ovariální stimulace, izolace a kultivace 

oocytů v laboratoři, in vitro fertilizace (IVF) nebo intracytoplazmatická injekce spermií (ICSI), 

in vitro produkce (IVP) preimplantačních embryí a pomalé mražení nebo vitrifikace. IVP 

embryí savců byla hojně popsána již v průběhu 20. století, komerční rozmach těchto technik 

u koní však přichází až se začátkem 21. století. Zatímco u lidí se IVF stala úspěšnou léčbou 

neplodnosti, chovatelé hospodářských zvířat v této metodě shledávají především neskýtané 

možnosti ve šlechtění a rozvoji genetického fondu svého stáda.  

IVF a kryoprezervace gamet totiž umožňují výměnu genetického materiálu mezi 

chovateli po celém světě za relativně krátkou dobu bez rizik spojených s dopravou zvířat, či 

šíření nemocí. Dále poskytují majitelům zvířat uchování a využití genetického materiálu i po 

uhynutí jedince, obzvláště pokud má uhynulý jedinec vzácný původ a chovatel potřebuje 

udržet jeho genotypové i fenotypové znaky ve svém stádě. IVF technologie nabízí spojení 

vybraného genetického materiálu v mezinárodním kontextu bez nutnosti finančně a 

technicky náročného fyzického kontaktu. V neposlední řadě také umožňuje reprodukci 

jedinců mnoho let po jejich smrti. 

IVF byla několikrát popsána i u koní, avšak stále naráží na problematickou kapacitaci 

spermií in vitro, neschopnost spermií penetrovat zonu pellucidu (ZP) a na nízkou úspěšnost in 

vitro kultivace oplozeného oocytu do stadia blastocysty. Nejednoznačné a nekonzistentní 

výsledky výzkumu těchto překážek doposud neumožnily využití klasického IVF v širší klinické 

praxi u koní. 

Tato práce má za cíl zmapovat současnou situaci na poli IVF u koní, která by nahradila 

dosavadní komerčně využívanou metodu ICSI a stala by se tak levnější variantou IVP koňských 

embryí. Dále má práce nastínit směry, kterým by se výzkum IVF u koní mohl ubírat, aby bylo 

dosaženo přesvědčivých a konzistentnějších výsledků, jako tomu je například u skotu. 
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1 Historie in vitro produkce koňských embryí 

1.1 Historie intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI) 
 

ICSI je jednou z metod IVP embryí. Při této metodě dochází ke vpichu pouze jedné 

imobilizované spermie do zralého oocytu, čímž se obejde kapacitace spermií a přirozená 

fertilizace. Následná kultivace presumptivních zygot vede až v 39 % k tvorbě blastocyst (Choi 

et al., 2016), které mohou být určeny k transferu a následnému náhradnímu mateřství, což je 

u koní, využívaných zejména ve sportu, běžnou praxí. 

V roce 1996 byla publikována první pokročilá březost (75. den po ovulaci) po přenosu 

embrya získaného pomocí techniky ICSI (Squires et al., 1996). Výsledky však byly 

nekonzistentní, úspěšnost zdařilé kultivace embrya do stadia blastocysty byla velmi malá z 

důvodu velkého poškození oocytů během vpichu kapiláry se spermií, a tudíž se tato technika 

nedala využít efektivně v klinické praxi. Komerčnímu využití se této technice dostalo až 

začátkem 21. století s použitím piezoelektrického drillu (Choi et al., 2002). Skupina kolem Dr. 

Choie se inspirovala Kimurou a Yanagimachim, kteří provedli ICSI na myších oocytech s 

použitím Piezo drillu s výsledkem 80 % oplodněných oocytů po injekování spermie s 

následnou 70% úspěšností vývoje embryí do stadia blastocysty (Kimura a Yanagimachi, 1995). 

U koňských oocytů byla dosažena 74% úspěšnost in vitro kultivace embrya 8-16ti buněčného 

stádia (Choi et al., 2002). Od té doby došlo pouze k mírným úpravám kultivačních médií a 

dnes je ICSI převážnou, komerčně využívanou, technikou IVP koňských embryí. 

 

1.2 Historie in vitro fertilizace (IVF) 
 

 S ohledem na úspěšnost IVF u skotu a u lidí se pokusy na koňských gametách začaly 

provádět mnohem dříve než ICSI (Palmer et al., 1991; Bézard, 1992). Avšak pouze několik 

málo hříbat bylo doposud narozeno po IVF. 

První úspěšná aplikace IVF, která vedla k narození živého hříběte, byla publikována v 

roce 1991. Z 8 zygot po IVF následně přenesených do vejcovodů náhradních matek vzešla 

jedna březost, která vedla k porodu živého a zdravého hříběte dne 14. 6. 1990 (Palmer et al., 
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1991). Další publikace referující narozené hříbě po IVF je z roku 1992 (Bézard, 1992). V obou 

těchto publikacích byl použit pro in vitro kapacitaci spermií kalciový ionofor A23187 a zygoty 

po IVF byly chirurgicky přeneseny do vejcovodu náhradních matek, kde byly dále kultivovány 

v in vivo podmínkách, než došlo ke graviditě. Poté, s rozmachem ICSI, nastala dlouhá odmlka 

v produkci hříbat po IVF, kdy se většina pozornosti upnula na komerční provedení ICSI.  

Průlom přišel až v roce 2022, kdy byl publikován první funkční protokol pro efektivní a 

reproducibilní IVF u koní. Po pre-inkubaci spermií 22 hodin v kapacitačním médiu s 0,46 mM 

penicilaminu, 0,23 mM hypotaurinu a 0,046 mM epinefrinu (PHE roztok) a následné 

3hodinové ko-inkubaci s kumulus-oocyt komplexem (angl. cumulus-oocyte complex, COC) 

došlo až v 90 % k oplodnění oocytů, z nichž 74 % dosáhlo stádia blastocysty (Felix et al., 

2022). Ze třech blastocyst náhodně vybraných z jednotlivých experimentů v rámci studie 

přenesených do děloh 3 náhradních matek byly indikovány 3 březosti a následně narozena 3 

zdravá hříbata. Po provedení genetických testů bylo potvrzeno, že skutečně došlo ke splynutí 

gamet jedinců vybraných pro tuto studii (Felix et al., 2022). 

 

2 In vitro fertilizace koní 

2.1 Příprava spermií pro in vitro fertilizaci 

2.1.1 Zisk a uchování hřebčího spermatu 

 

Pro úspěšnost IVF je, mimo jiné, zapotřebí pracovat s kvalitně odebraným, 

zprocesovaným a správně uchovaným hřebčím spermatem. V této kapitole se ve stručnosti 

zmíním o současných technikách odběru, procesování a mražení spermatu.  

Odběr semene se běžně provádí na fantomu s pomocí umělé vagíny v hygienické 

odběrové místnosti (Obrázek 1). Přítomnost klisny v říji u odběru urychlí erekci hřebce, na 

rychlost ejakulace a celkový odběrový čas to však nemá vliv (Noue et al., 2001). Hřebec si po 

krátkém tréninku zcela zvykne na fantom s umělou vagínou, takže přítomnost klisny včetně 

asistence člověka není nutná. Pro lepší výsledky odběru by měla být umělá vagína nastavena 

na penis odebíraného hřebce tak, aby vyvíjela správný tlak vedoucí k lepší sexuální stimulaci 
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hřebce. Dále by měla být naplněna teplou vodou, aby vnitřní prostředí umělé vagíny mělo 

teplotu 43°C, ne však vyšší než 50°C, což by způsobilo nenávratné poškození spermií (Hillman 

et al., 1980; Love, 1992). 

 

Obrázek 1. Technici provádějící odběr hřebčího semene. Hřebec skočí na fantom, který 

simuluje klisnu, na jeho penis je nasazena umělá vagína, která je z obou stran otevřená a po 

ejakulaci je semeno zachyceno do sterilní nádoby překryté gázou pro filtraci gelovité složky 

ejakulátu. Převzato z archivu firmy ERC s.r.o. 

Ejakulát musí být následně zprocesován. Je nutné jej nejprve oddělit od gelovité 

složky, nejlépe již při ejakulaci s použitím filtru v umělé vagíně (Jasko, 1992). Přefiltrovaný 

ejakulát se naředí 1:1, respektive 2:1 při větší koncentraci spermií než je obvyklé, 

extenderem obsahujícím kasein a glukózu pro výživu spermií, lipoproteiny pro ochranu 

spermií před teplotním šokem a antibiotika pro prevenci kontaminace mikroorganismy 

(Brinsko et al., 2011). Takto naředěný ejakulát se stále velkým množstvím seminální plazmy je 

zkoncentrován pomocí centrifugace. Nejmenší poškození spermií s jejich největší výtěžností 
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je uváděno při hodnotě 600 g po dobu 10 minut (Dell´aqua et al., 2001). Alternativní 

metodou koncentrace spermií, která se vyhýbá centrifugaci, a tím i mechanickému poškození 

spermií, je filtrace ejakulátu přes syntetickou hydrofilní membránu, která zachytí spermie, ale 

zároveň propustí seminální plazmu. Pro tuto metodu musí být odebrané sperma zředěno 2:1 

(v/v) odstředěným mlékem, či kaseinovým extenderem. Spermie jsou poté odmyty z filtru 

předpřipraveným objemem mrazícího extenderu. (Alvarenga et al., 2016). Získaný sediment 

musí být ihned odebrán a pro kryoprezervaci spermií rozpuštěn v mrazícím extenderu. 

Po odstranění seminální plazmy, zkoncentrování spermií a přidání mrazícího 

extenderu je semeno naplněno do plastových 0,5ml pejet či 5ml tub ručně nasávací 

metodou, nebo pomocí přístroje na plnění pejet (například plnička MRS1 Dual v2 od 

společnosti IVM Technologies). Pejety jsou poté utěsněny pomocí jednou z dostupných 

metod, například s použitím kovových či skleněných kuliček, nejčastěji však pomocí 

ultrazvukové metody, která svaří plast k sobě (Alvarenga et al., 2016). 

Posledním krokem je zamražení připravených pejet. Nejdéle využívanou metodou je 

pomalá kryoprezervace, při které se nejprve pejeta se spermatem ochladí z pokojové teploty 

na teplotu 5°C v průběhu 20 minut až 1 hodiny v závislosti na použitém kryoprotektantu. 

Poté se pejeta umístí do stojanu 4 cm nad hladinu kapalného dusíku na 15 min, a po uplynutí 

této doby se pejeta ponoří přímo do kapalného dusíku, ve kterém je následně uskladněna 

(Macedo et al., 2018). Nejmodernější technikou kryoprezervace je vitrifikace, kdy dojde 

k rychlému snížení teploty na -196°C během několika sekund. Suspenze spermií ve 

vitrifikačním médiu se po 30μl kapkách nakape přímo do kapalného dusíku z 10 cm nad jeho 

hladinou. Po doteku s kapalným dusíkem se ihned zformují kuličky, které plují na povrchu. Po 

cca 24 sekundách, ve kterých proběhne solidifikace, kuličky klesnou na dno, odkud jsou 

pomocí peánu přeneseny a zabaleny do 1,8ml kryotub, které zůstanou uloženy v tekutém 

dusíku (Hidalgo et al., 2018). 

 

2.1.2 Kapacitace spermií 

 

 Kapacitace spermií in vitro je jedním ze zásadních překážek pro konvenční použití IVF 

u koní. Spermie neprojde v maturačních médiích aktivací, díky které by byla schopna 
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akrozomální reakce a následně penetrovat zonu pellucidu. Že je na vině nedostatečná 

kapacitace spermií a ne komplikace při in vitro maturaci (IVM) oocytů bylo nezávisle 

potvrzeno.  Hinrichs et al. (2002) implementovali in vitro maturované oocyty do vejcovodu, 

provedli inseminaci klisny a potvrdili, že tyto IVM oocyty mohou být oplozeny in vivo. Naopak 

in vivo maturované oocyty v MII fázi získané z preovulačních folikulů nebyly schopné IVF po 

koinkubaci se spermiemi (Palmer et al., 1991). Pro úspěšnou a spolehlivou kapacitaci in vitro 

je třeba pochopit mechanismy kapacitace, ke kterým dochází in vivo ve vejcovodech klisen. 

 

Obrázek 2. A) Pouze kapacitovaná spermie je schopna projít akrosomální reakcí a následně 

oplodnit oocyt. B) Ve vejcovodu samice dojde k otevření iontových kanálů, které zvýší 

intracelulární koncentraci  HCO3
- a s tím spojená změna pH spustí signalizační kaskádu 

vedoucí ke kapacitaci spermie. cAMP – cyklické AMP, CFTR - transmembránový regulátor 

vodivosti cystické fibrózy, PKA – proteinkináza A, sAC – solubilní adenylyl cykláza. Převzato od 

Florman et al., 2007. 
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Spermie schopna penetrace zony pellucidy vykazuje vícero znaků úspěšné kapacitace 

a aktivace, především fosforylaci tyrosinů v některých proteinech spermie, hyperaktivaci 

motility nebo zvýšenou fluiditu plazmatické membrány (Obrázek 2).  Ke zvýšení fluidity 

membrány in vitro dojde po odstranění seminální plazmy pomocí centrifugace v hustotním 

gradientu, čímž se zvýší intracelulární koncentrace HCO3
- iontů a s tím i pH v cytosolu spermie 

(Obrázek 2). To aktivuje systém sekundárních poslů včetně solubilní adenylyl cyklázy (sAC) a 

zvýšení intracelulární koncentrace Ca2+ iontů (Rathi et al., 2003). Aktivace sAC vede k tvorbě 

cyklického adenosin monofosfátu (cAMP) (Obrázek 3). cAMP hraje roli v odčerpání 

cholesterolu z plazmatické membrány spermie pomocí akceptoru albuminu, což vede k  

 

Obrázek 3. Základní molekulární podstata kapacitačních dějů in vivo. Převzato od Leemans et 

al., 2019. 

agregaci mikrodomén na apikální straně hlavičky spermie. Mikrodomény obsahují proteinové 

komplexy vážící se na proteiny zony pellucidy a SNAP receptor (SNARE) proteiny důležité při 

akrozomální reakci (van Gestel et al., 2007; Tsai et al., 2012). Dále je pomocí cAMP 
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aktivována proteinkináza A (PKA), která následně fosforyluje tyrosiny v proteinech spermií 

(Obrázek 3). U prasete byla shledána fosforylace tyrosinu v proteinech bičíku spermie jako 

hyperaktivátor motility, která slouží také jako jeden z markerů kapacitace spermií (Harayama 

et al. 2012). Do dnešní doby však nebyly nalezeny všechny spouštěče kapacitace u koní a 

jejich objevení je předmětem současných studií. 

Mnoho studií se rozhodlo obejít přirozenou kapacitaci spermií použitím vápníkových 

ionoforů či různých chemických sloučenin. Palmer et al., (1991) a Bézard et al., (1992), kteří 

publikovali první narození hříbat po IVF, použili pro kapacitaci spermií vápníkový ionofor 

A23187 (CaI A23187). Jde o iontový přenašeč, který reverzibilně váže ionty vápníku a 

katalyzuje tak jejich přenos skrze plazmatickou membránu. Zvýšení hladiny Ca2+ iontů spustí 

uvnitř spermie cAMP/PKA kinázovou kaskádu, která fosforyluje proteiny zodpovědné za 

kapacitaci (Obrázek 3). 

Použití CaI A23187 umožní influx Ca2+ iontů do spermie, které spustí akrozomální reakci 

a následné proniknutí spermie zonou pellucidou do oocytu (Yanagimachi, 1975). Na druhou 

stranu vápníkové ionty spermie imobilizují (Hong et al., 1985). Suarez et al., (1987) uvádějí, že 

imobilizované spermie jsou stále živé a po přidání vysoké koncentrace bovinního 

albuminového séra (BSA) se obnoví jejich motilita, protože BSA má vysokou afinitu k CaI 

A23187 a vápníkové ionty vychytá. U koňských spermií byl kalciový influx zastaven po přidání 

33 mg/ml BSA do média s 0,66 µM CaI A23187 (Sampaio et al., 2021). Další autoři však 

uvádějí (Alm et al., 2001; Hinrisch et al., 2002), že úspěšnost fertilizace po inkubaci spermií s 

CaI A23187 je variabilní a úspěšnost oplodnění je nízká a nekonstantní (0-36%). Další 

alternativou pro spuštění kapacitačních procesů je použití chemických sloučenin. Vyzkoušen 

byl například heparin, který funguje u bovinního IVF, ale u koní nedošlo k prvnímu 

buněčnému dělení embrya u žádného z experimentů. K penetraci oocytu a následné tvorbě 

samčího prvojádra došlo maximálně v 4,6 % (Dell’aquila et al., 1996). Dále byly vyzkoušeny 

jako kapacitační faktory progesteron (Tremoleda et al., 2003), kofein (Mugnier et al., 2009), 

prokain (Ambruosi et al., 2013) či 10% oviduktální tekutina (Lange-Consiglio a Cremonesi, 

2011) s podobným výsledkem jako u heparinu. Jako funkční se ukázala až pre-inkubace 

koňských spermií 22 hodin s PHE roztokem (viz strana 3), kdy po IVF došlo k fertilizaci v 90 % 

případů (Felix et al., 2022). 
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2.2 Příprava oocytů pro in vitro fertilizaci 
 

2.2.1 Izolace oocytů 

2.2.1.1 Izolace oocytů z odebraných ovárií post mortem 

 

 IVF u koní je vhodným nástrojem pro reprodukci klisen post mortem. Odběr ovárií je 

nutné provést co nejdříve po úhynu. Je však potvrzeno, že i 5-ti hodinové zpoždění vede k 

produkci hříbat (Carnevale et al., 2003). U oocytů izolovaných do 6-8 hodin po úhynu je větší 

pravděpodobnost následné produkce embrya než u oocytů izolovaných po déle než 10 

hodinách od úhynu jedince (Ribeiro et al., 2008). Ovária se transportuji při teplotě 37°C, 

pokud doba transportu do laboratoře nepřesáhne 2 hodiny. Pokud je transportní doba delší 

než 2 hodiny, je vhodné udržovat ovária při teplotě 15-20°C, kdy dojde ke zpomalení 

metabolických procesů. Pokud je přepravní doba příliš dlouhá, například transport v USA či 

Austrálii, je vhodnější oocyty vyizolovat na místě úhynu (pokud toto místo poskytuje pro 

izolaci vhodné laboratorní podmínky a zázemí) a vyizolované oocyty poslat v holding médiu 

(40 % M199 s Hankovými solemi s 12,5 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonovou 

kyselinou (HEPES), 40 % M199 s Earleovými solemi a 20 % fetálního bovinního séra (FBS) s 

přídavkem 25 mg/ml  gentamycinu), ve kterém oocyty vydrží více než 12 hodin, aniž by to 

mělo vliv na jejich následnou maturaci či kultivaci embrya do stadia blastocysty po IVF (Choi 

et al., 2006). 

 Pokud jsou získána koňská ovária, je třeba přistoupit k izolaci oocytů z folikulů za 

přísných laboratorních a hygienických podmínek. Čeleď koňovití (Equidae) se liší svou 

anatomickou stavbou ovarií i pozicí oocytu ve folikulu, od čehož se následná izolace oocytů 

odráží. Folikuly se vyskytují na povrchu ovária a liší se svou velikostí, která se pohybuje od 1 

do 50 mm v závislosti na reprodukční sezoně. Preovulační folikuly vedoucí k ovulaci začínají 

na velikosti zhruba 35 mm a ovulují v ovulační jamce (ovulační fossa), což je prohlubeň 

specifická pro koňská ovária, ve které dochází k uvolnění zralého oocytu z folikulu do nálevky 

vejcovodu (Obrázek 4). Velkým rozdílem oproti jiným savcům (například člověk) je stavba 

ovária. U koní je na povrchu dřeň (medulla) a kortex, ve kterém jsou uloženy veškeré 

primordiální folikuly, je uvnitř (Obrázek 4). 
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Obrázek 4: Rozdíl mezi stavbou lidského a koňského ovária. Převzato od Bennamar et al., 

2021. 

 

Folikuly jsou proto obaleny velmi pevnou vazivovou tkání medully. Oocyt je s kumulárními 

buňkami ve folikulu propojen přes vodivé spoje (angl. gap junctions) a transzonální projekce 

(Baena & Terasaki, 2019) a dohromady spolu tvoří kumulus-oocyt komplexy (COCs).  COCs 

jsou přes útvar z granulózních buněk, tzv. krček (angl. hillock), napojené na bazální 

membránu folikulu a granulózní buňky tvoří jeho vnitřní povrchovou výstelku (Hawley et al., 

1995). Folikul je zvnějšku obalen vrstvou buněk théky, ve kterých se nacházejí cévy, které 

folikul zásobují živinami a přivádí hormony (Obrázek 5). Oproti bovinnímu folikulu mají 

koňské folikuly méně vrstev granulózních buněk mezi oocytem a bazální membránou, krček 

granulózních buněk je mnohem širší a projekce kumulárních buněk do vrstvy buněk théky 

ukotvuje pevně COC do stěny folikulu (Hawley et al., 1995). Toto histologické uspořádání 

znemožňuje aspiraci oocytu pouhým nasátím folikulární tekutiny injekční  stříkačkou. Z toho 

důvodu je využívána metoda naříznutí každého viditelného folikulu pomocí skalpelu a 

následného seškrabávání stěny folikulu 5-9mm gynekologickou kyretou za současného 
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vyplachování folikulu injekční stříkačkou s holding médiem (viz strana 9) (Obrázek 5). Po 

zpracování všech velkých folikulů je ještě vhodné ovárium nařezat na cca 5mm plátky a 

zpracovat i menší folikuly, které předtím nebyly viditelné. Tento postup izolace oocytů je sice 

časově mnohem náročnější oproti klasické aspiraci pomocí jehly a injekční stříkačky, ale 

výtěžnost oocytů je až o 50 % vyšší a kumulus zůstane téměř nepoškozen (Dell’Aquila et al., 

2001).  

  

 

  

  

 

 

Obrázek 5. A) Folikul koňského ovária před izolací oocytu. B) Otevřený folikul pro izolaci 

oocytu, stěny folikulu musí být seškrabávány gynekologickou kyretou z důvodu pevného 

spoje oocytu ke stěně folikulu pomocí kumulárních buněk. Foto Mgr. Michal Dvořan, 

poskytnuto laboratoří Dr. Šušora. 

 

2.2.1.2 Izolace oocytů pomocí ovum pick-up techniky 

 

Ovum pick-up (OPU) je dnes velmi často využívanou metodou zisku oocytů, protože 

oocyty lze aspirovat ze živé klisny, ošetřené pouze lehkými sedativy, například detomidin 

hydrochloridem v kombinaci s epidurálním anestetikem 2% lidocainem (Lazzari et al., 2020). 

OPU lze provádět každých 10-14 dní bez hormonální stimulace, v případě potřeby i na březích 

klisnách. Nevýhodou jsou časová náročnost, pracnost a nízký výtěžek. OPU smí provádět 

pouze zkušený veterinář, jelikož se jedná o chirurgický zásah do živého zvířete. Mnoho zemí 

také vyžaduje etické prohlášení o zákroku (doc. Jiří Šichtař, osobní komunikace, 22. 2. 2024). 

A B 
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 Před samotným OPU je klisna 1-3 dny sledována transrektálně pomocí ultrazvuku na 

přítomnost a velikost folikulů. OPU je provedeno, pokud je shledána přítomnost alespoň 8-10 

folikulů na každém ováriu v rozmezí průměru folikulu 1 až 3,5 cm. I když se jedná o starší 

klisnu, která tuto podmínku často nesplňuje, je možné k aspiraci přistoupit s předpokladem 

nižší výtěžnosti oocytů. Nezralé oocyty jsou aspirovány pomocí dvouhroté jehly s průměrem 

12 gauge, která je společně s ultrazvukovou sondou ukotvena v endovaginálním držáku 

(tvarem připomínající dlouhou pistoli). Po vniknutí jehly do folikulu je jeho stěna 

seškrabávána za současného výplachu OPU médiem. To se skládá z destilované vody, 

heparinu, fosfátem pufrovaného fyziologického roztoku (PBS), BSA, penicilinu a 

streptomycinu (podle doc. Jiřího Šichtaře, osobní komunikace, 22. 2. 2024). Poté je veškerá 

tekutina z folikulu nasáta pomocí vakuové pumpy a aspirované oocyty jsou zachytávány na 

speciálním filtru. Tento proces je 8-10x opakován u každého folikulu. Získané oocyty jsou 

vloženy do holding média (viz strana 9) a transportovány do laboratoře pro jejich následnou 

in vitro maturaci (Lazzari et al., 2020).  

 

2.2.2 In vitro maturace oocytů 

 

IVM koňských oocytů je esenciálním krokem pro efektivní IVP embryí. IVM vede 

k vývoji zralého oocytu zastaveného v metafázi meiózy II, který je připraven k fertilizaci. IVM 

kultivační podmínky jsou zásadní pro zisk většího množství vývojově kompetentních MII 

oocytů. 

Izolované oocyty lze rozlišit podle morfologie kumulárních a granulózních buněk na 

kompaktní (Cp), expandované (Ex) a denudované (De) (Obrázek 6). Cp oocyty mají pevně 

soudržný obal složený z více než 4 vrstev kumulárních buněk kolem celého povrchu oocytu. 

Pokud jsou kumulární buňky přítomny jen na části povrchu oocytu, pak se jedná o částečně 

kompaktní kumulus. Ex oocyty mají kumulus na pohled značně rozestoupený oproti Cp, a De 

oocyty kolem sebe žádný kumulus nemají (Hinrisch, 1991) (Obrázek 6). Některé z izolovaných 

oocytů kolem sebe mohou mít pouze obal tvořený coronou radiatou, což je nejvnitřnější 

vrstva buněk kumulu těsně přilehlá k zoně pellucidě. Oproti bovinnímu modelu, kde Cp 

pocházejí z vývojově kompetentních folikulů a Ex z folikulů atretických, u koní mají 
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expandované oocyty až o 45 % vyšší maturační úspěšnost oproti oocytům s kompaktním 

kumulem (Hinrichs et al. 2005). 

 

Obrázek 6: Morfologie koňských kumulus-oocyt komplexů. A) Oocyt s kompaktním (Cp) 

kumulem. B) Oocyt s expandovaným (Ex) kumulem. C) Denudovaný (De) degenerující oocyt. 

D) Oocyt s kompaktní coronou radiatou. Převzato od Goudet et al., 1997. 

 

 Získané oocyty se roztřídí podle výše uvedené morfologie (Cp, Ex, De). Obvykle se 

nechávají maturovat pouze Cp a Ex (Obrázek 6), které mají větší pravděpodobnost být 

vývojově kompetentní a nižší riziko degradace. Selektované oocyty je možné ihned nasadit do 

maturačního média a inkubovat požadovanou dobu. Alternativou je vložit oocyty do 

holdingového média (viz strana 9), ve kterém lze oocyty uchovat přes noc při teplotě 22°C, 

nebo až dva dny při teplotě 15°C (Felix et al., 2022). Výhodou holdingového média je 

pozastavení meiózy v profázi bez následného vlivu na meiotickou a vývojovou kompetenci 

oocytu. Navíc tento postup umožňuje plánování celého procesu in vitro fertilizace (Felix et al., 

2022).  
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 Na trhu je dostupných mnoho komerčně vyráběných IVM médií. Nejlepší výsledky má 

maturační médium složené z TCM-199 s Earle soli, 5 mU/ml bovinního folitropinu (FSH), 10 % 

FBS a 25 μg/ml gentamycinu. Standardní inkubační podmínky jsou normoxické při 38,2°C, 5% 

CO2 po dobu 24-30 hodin pro Ex a 30-36 hodin pro Cp. Přibližně 42 % oocytů in vitro 

maturovaných v tomto médiu je po oplození vývojově kompetentních minimálně do stádia 

blastocysty (Hinrisch et al., 2005; Choi et al., 2007).  

 

2.2.2.1 Vliv kumulárních buněk na in vitro maturaci 

 

 Během IVM je oocyt odkázán na metabolickou podporu kumulárních buněk, které ho 

obklopují. Na myším modelu bylo zjištěno, že kumulární buňky, mimo jiné, glykolyticky 

syntetizují pyruvát nejen pro potřeby vlastního energetického metabolismu, ale také pro 

oocyt, který jej pomocí oxidativní fosforylaci využívá pro produkci ATP v mitochondriích 

(Harris et al., 2009). Navzdory těmto poznatkům není u koňského oocytu detailně popsána 

dynamika energetického metabolismu, preferované substráty pro tvorbu ATP, či přesná 

funkce mitochondrií (Lewis et al., 2020). 

 Kumulární buňky nepodporují pouze metabolismus cukrů v oocytu, nýbrž také 

metabolismus purinů, lipidů, aminokyselin, cholesterolu a jiných steroidních látek. Dále 

kumulární buňky produkují v jisté míře látky jako vitronektin (VN), fibronektin (FN), 

komplement C3, alfa-2-makroglobulin (A2M) a antitrombin III, které se mohou potenciálně 

účastnit chemotaxe a interakce spermie-oocyt. Během IVM však dochází k poklesu exprese 

všech výše zmíněných proteinů oproti in vivo podmínkám. Přítomnost těchto proteinů 

v maturačních i fertilizačních médiích by v budoucnu mohla vést k lepším výsledkům 

koňského IVF (Walter et al., 2019). 

 

2.3 In vitro fertilizace maturovaných oocytů kapacitovanými spermiemi 
 

 Pokud jsou zralé oocyty v MII fázi a spermie byly úspěšně kapacitovány, lze přistoupit 

ke společné kultivaci obou gamet ve fertilizačním médiu za specifických podmínek. Jak 
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přesný mechanismus, tak i molekulárně-biologická podstata oplození nejsou u koní detailně 

popsány. Předpokládá se, že hlavní principy oplození jsou stejné, či dosti podobné jako u 

jiných savců (Leemans et al., 2016). 

 Jak již bylo v této práci zmíněno dříve, hlavním úskalím IVF u koní je nedostatečná in 

vitro kapacitace. Felix et al. (2022) uvádí kapacitační podmínky, za kterých dojde k 90% 

fertilizaci (tvorbě pronukleů) s 74% vývojem blastocyst po IVF. Spermie je nejprve nutné 22 

hodin preinkubovat v médiu obsahujícím PHE roztok (viz strana 3), přičemž dochází k jejich 

kapacitaci a jsou tak schopné uskutečnit akrozomální reakci a oocyt úspěšně oplodnit. 

Nejlepších výsledků bylo dosaženo po 3-hodinové koinkubaci gamet při 38,2°C, 5 % CO2 a 

hypoxických podmínkách, t.j. 5 % O2 a 90 % N2 v FERT-TALP médiu, které obsahuje veškeré 

důležité živiny pro obě gamety (Felix et al., 2022).  

 Experimentální data dlouho poukazovala, že akrosomální reakce je u savců spuštěna 

vazbou galaktosyltransferázy (transmembránový protein hlavičky spermie) na zona pellucida 

glykoprotein 3 (ZP3). Jin et al. (2011) však na myším modelu dokázali, že k akrozomální reakci 

dochází už před vazbou na zonu pellucidu. Důležitou roli při tom hraje CatSper, což je 

esenciální iontový kanál specifický pro spermii (Obrázek 7). Propouští Ca2+ ionty, je pH a 

nízkonapěťově dependentní a umožňuje indukci hyperaktivace bičíku spermie, chemotaxi 

směrem k oocytu, spuštění kapacitačních dějů a následnou akrosomální reakci (Lishko et al., 

2011). Vazba progesteronu na CatSper receptory v cytoplasmatické membráně spermie 

(Obrázek 7) způsobí vylití akrozomálních proteolytických enzymů, například hyaluronidázy, 

akrozinu, trypsinu a různých dalších proteáz, které hydrolyzují expandovaný kumulus i zonu 

pellucidu. Hydrolýza zony pellucidy pomocí aktivovaného akrozinu je následovaná fúzí 

plazmatických membrán obou gamet, což je zřejmě zajištěno povrchovým proteinem 

spermie PH-30 (Blobel et al., 1990). Další velmi důležitý protein účastnící se fúze je protein 

oolemy Juno, který rozeznává protein na membráně spermie IZUMO (Bianchi et al., 2014). 

Po fúzi dojde k influxu Na2+ iontů do oocytu a tím k depolarizaci membránového potenciálu, 

která trvá zhruba minutu, než dojde opětovné repolarizaci na klidových -80 mV. Tato 

depolarizace a repolarizace jsou jedním z obranných nástrojů oocytu proti polyspermii, 

protože spermie nejsou schopny fúzovat, pokud je membránový potenciál vyšší než -70 mV. 

Další obranou proti polyspermii může být funkce oocytárního proteinu Ubiquitin C-

terminální hydrolázy-L1 (UCLH1), který je zodpovědný za uvolnění kortikálních granulí, 
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obsahující například peroxidázy, mukopolysacharidy, proteázy nebo hyalin, což způsobí 

kortikální reakci v zoně pellucidě, čímž dojde k blokaci dalších spermií (Šušor et al., 2010). 

Enzymy kortikálních granulí způsobí také změny v perivitelinních proteinech, zpevní vitelinní 

obálku, rozštěpí ZP2 a ZP3 glykoproteiny a tím znemožní vázaní dalších spermií. 

Glykosaminoglykany navazují do perivitelinního prostoru molekuly vody, čímž se prostor 

expanduje a vytvoří hyalinní vrstvu (Georgadaki et al., 2016). Posledním krokem je tvorba 

samčího a samičího pronukleu a jejich následná fúze. Samičí jádro dokončí meiózu II, vydělí 

se druhé pólové tělísko a dojde k formaci samičího pronukleu. Jádro spermie podstoupí řadu 

změn, jako například dekondenzaci chromatinu záměnou protaminů za histony nebo tvorbu 

nové jaderné obálky, čímž se vytvoří samčí pronukleus (Georgadaki et al., 2016). Po 

vzájemné migraci samčího a samičího pronukleu dojde k rozpadu jaderné membrány a 

vytvoření dělícího vřeténka, které předchází prvnímu mitotickému dělení.  Následně dochází 

k dalším buněčným dělením takto vzniklého embrya (Schneider et al., 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7. Schéma signalizačních drah, které vedou k akrosomální reakci u člověka. 

Progesteron aktivuje nepřímo přes lipidovou  hydrolásu iontový kanál CatSper (Miller et al., 

2016), což vede ke zvýšení intracelulární koncetrace Ca2+ iontů a ke spuštění signalizačních 

drah vedoucích k akrosomální reakci. Převzato od Aldana et al., 2021. 
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2.4 Kultivace oplozeného oocytu do stadia blastocysty 

  

 Po koinkubaci gamet ve fertilizačním médiu se potenciálně oplozené oocyty přenesou 

do prekultivačního média, ve kterém jsou inkubovány 2 hodiny při 38,2°C, 5% CO2 

v hypoxické atmosféře. Po uplynutí této doby jsou odstraněny degradované oocyty. Zbylé, 

neporušené oocyty jsou přeneseny do kultivačního média pro embrya, které se skládá pouze 

z DMEM/F-12 s 10 % FBS. Toto médium není nutné v průběhu kultivace vyměňovat na rozdíl 

od média pro kultivaci lidských embryí (taktéž použitelného pro kultivaci koňských embryí), 

kdy je po 5. dnu kultivace potřeba do média přidat 20 mM glukózy. Délka kultivace se liší v 

závislosti na plánování embryotransferu. Za 7 dní od fertilizace dochází k vytvoření časné 

blastocysty a za 10 dní jsou expandované blastocysty (Rader et al., 2016). Použití embryí je 

podrobněji prodiskutováno v následující kapitole o kryoprezervaci embryí. Podmínky 

kultivace je nutné nastavit tak, aby v inkubátoru bylo hypoxické prostředí s 5 % O2. 5 % CO2 

zajistí, aby pH kultivačního média bylo zhruba 7,3. Zbytek atmosféry v inkubátoru, cca 90 %, 

je doplněn inertním plynem, většinou N2. Embrya jsou kultivována pod parafínem v kapkách 

výše zmíněného kultivačního média o objemu 1 μl na 1 embryo, maximálně však 5 embryí 

pospolu v jedné kapce s odpovídajícím objemem kultivačního média.  (Rader et al., 2016). 

 Po IVF dochází během in vitro kultivace embrya k mnoha změnám ve fyziologii a 

morfologii embrya. Zajímavým rozdílem u in vitro inkubovaných embryí oproti in vivo 

podmínkám je absence glykoproteinu kapsule. Kapsula (Obrázek 8) je viditelná cca od 6,5. 

dne a tvoří se ve chvíli, kdy embryo vstupuje do dělohy. Je formována buňkami trofoblastu a 

má ochrannou funkci. U embryí vytvořených in vitro se kapsula tvoří až po umělém přenosu 

embrya do dělohy příjemkyně (Bousquet et al., 1987). 
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Obrázek 8. Koňské embryo ve stádiu rané blastocysty s viditelným ochranným 

glykoproteinem kapsulou. Převzato od McCue et al., 2009. 

 

2.5 Kryoprezervace koňských embryí 
 

Pokud je získáno IVP embryo, jsou dvě možnosti, jak s ním naložit. Tou první je 

okamžitý přenos do předem hormonálně nasynchronizované příjemkyně. Management 

klisen-příjemkyň je velmi časově i finančně náročný, a proto je ve většině případů uchylováno 

ke druhé možnosti, kterou je kryoprezervace embrya. Ta umožní uskladnit embryo na téměř 

neomezenou dobu, embryo lze snadno transportovat například do místa transferu do 

příjemkyně, přičemž jej lze rozmrazit pouhých pár minut před samotným transferem. 

Dnes se využívají dvě metody kryoprezervace embryí: pomalé mražení a vitrifikace. 

Pomalé mražení se odehrává v přístroji, kde je teplota média postupně snižována. Embryo je 

mraženo ve speciálním mrazícím médiu, které obsahuje glycerol. Embryo s médiem je 

přeneseno do 0,25ml pejety, uzavřeno a v prvním kroku zchlazeno z pokojové teploty na 

teplotu -6°C rychlostí 4°C za minutu. V druhém kroku je embryo drženo 15 minut při -6°C a 

následně zchlazeno na -35°C rychlostí 0,3°C za minutu. Nakonec je pejeta s embryem 

přenesena do tekutého dusíku pro dlouhodobé uskladnění (Hudson et al., 2006). Při 

vitrifikaci je embryo s kryoprotektivním médiem šokově zamraženo v tekutém dusíku, aby se 

zabránilo tvorbě ledových krystalů, které by mohly embryo nevratně poškodit (Carnevale, 

2006).  
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  Pokud bude embryo kryokonzervováno, jeho průměr by neměl přesáhnout 300 μm, 

protože takové embryo má nízké množství blastocoelové tekutiny. Krystaly utvořené z 

blastocoelové tekutiny mohou při kryokonzervaci poškodit okolní buňky a embryo by tak po 

rozmražení nebylo životaschopné (Campos-Chillòn et al., 2009). Pokud je však z různých 

důvodů nutné kryokonzervovat expandované blastocysty (průměr 300-750 μm), lze toto 

provést propíchnutím zony pellucidy a následnou biopsií buněk trofoblastu pomocí 

mikromanipulátoru, což způsobí kolaps blastocysty, při které je obsah blastocoelové dutiny 

“vypuštěn” do prostoru s 46% úspěšností přežití embrya po rozmražení (Choi et al., 2011). 

 

2.6 Embryotransfer 
 

 Celý proces IVF je uzavřen přenosem IVP embrya do klisny-příjemkyně. Díky 

kryoprezervaci raných blastocyst se dá přenos embrya přesně naplánovat podle estrálního 

cyklu příjemkyně. Příjemkyně musí splňovat přísná kritéria, aby došlo k úspěšnému uchycení 

a následnému vývoji embrya. Před přenosem by měla být vyhodnocena kvalita estrálního 

cyklu (dynamika folikulárního růstu, průměr folikulu při ovulaci, indikace ovulace, tvorba 

normálního žlutého tělíska 5 dní po ovulaci, či známka edému v děloze). Dále také závisí na 

věku příjemkyně a na podané medikaci v den přenosu. Nejvhodnější příjemkyně jsou 2-12ti 

leté klisny, kterým jsou v den přenosu podány antimikrobiální, protizánětlivé a antikřečové 

léky (Blanco et al., 2023). Závěrečné vyšetření je vždy provedeno těsně před přenosem. 

 Pokud technik zjistí, že klisna je zdravotně v pořádku, splňuje veškeré výše uvedené 

podmínky a majitel klisny má připraveno vhodné embryo, je možné provést embryotransfer. 

Ten se zpravidla provádí 8-9 dní po ovulaci příjemkyně, kdy žluté tělísko produkuje velké 

množství progesteronu, který je pro uchycení a následný nitroděložní vývoj embrya 

esenciální. Sterilní katetr je transvaginálně zaveden přes děložní krček do děložního rohu a 

embryo je následně přeneseno tlakem způsobeným injekční stříkačkou připevněnou na 

opačný konec katetru. Příjemkyně by se měla po transferu vyhnout jakémukoliv stresu, který 

by mohl přispět ke vstřebání plodu. Ultrazvukové vyšetření březosti je provedeno zhruba 

týden po přenosu, což odpovídá stáří embrya 11-14 dní po oplození. V tuto dobu je již 

viditelný embryonální váček, což potvrzuje březost (McCue a Squires, 2015). 
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3 Výhody a nevýhody konvenčního IVF oproti ICSI 
 

 V lidské medicíně se obvykle používají obě metody umělého oplodnění, konvenční 

IVF i ICSI, a jejich použití je determinováno diagnózou konkrétního páru. ICSI je oproti 

konvenčnímu IVF nesporně finančně i časově náročnější metodou, protože je zapotřebí práce 

na mikromanipulátoru, která vyžaduje expertízu pracovníka. Náklady na koupi a provoz 

mikromanipulátoru jsou rovněž nemalé a proto je ICSI použito jen v nezbytně nutných 

případech, kdy nelze aplikovat konvenční IVF. Pro páry, kde muž trpí nedostatkem kvalitních 

progresivně motilních spermií, kvůli čemuž je konvenční IVF vyloučeno, je ICSI naopak 

poslední záchranou, jelikož pro potřeby oplození pomocí ICSI postačuje teoreticky jediná živá 

spermie, která je vpíchnuta do ooplasmy oocytu a umožňuje tak jinak obtížnou fertilizaci. 

 U koní je situace naprosto odlišná. ICSI bylo donedávna jedinou možností, jak v 

klinických programech získat embryo in vitro. Felix et al. (2022) sice publikovali první funkční 

IVF protokol, nicméně k úplnému pochopení kapacitačních a fertilizačních dějů je třeba 

dalšího výzkumu. Dalším důvodem, proč je ICSI u koní tak rozšířenou technikou, je obrovský 

zájem o chov koní pro sport a množství finančních investic, které jsou do toho vkládány. 

Koně, na rozdíl od člověka, lze legálně šlechtit a majitelé mohou ovlivňovat to, jaký genetický 

materiál ponese jejich hříbě. Ve sportu jsou nejúspěšnější koně nejvíce žádaní a vzácní, tudíž 

jediným způsobem, jak získat jejich genetický materiál do svého stáda, je zisk jejich gamet 

asistovanou reprodukcí. Prodej oocytů klisen není běžnou praxí z důvodu náročnosti jejich 

zisku, omezeného množství a problematického uchovávání. U hřebců je situace naprosto 

opačná a obchod se semenem probíhá celosvětově. Každý se snaží s draze nakoupeným 

semenem šetřit, a ICSI je pro tyto případy naprosto vhodným nástrojem, jak minimalizovat 

spotřebu spermií.  

 Zavedení konvenčního IVF do koňské IVP embryí zcela jistě nenahradí metodu ICSI, 

pouze nabídne výrazně levnější alternativu, jak získat embryo. Sám klient si bude moci 

vybrat, jak bude jeho embryo vyrobeno a cena se bude odvíjet od náročnosti práce, nutnosti 

vybavení a především kvalitě genetického materiálu, na kterém se pracuje.  
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Závěr 
 

 U hospodářských zvířat, především u skotu, je IVP embryí pomocí IVF více než 

čtyřnásobně vyšší než klasická in vivo produkce embryí a jejich následný výplach z dělohy. U 

koní je rozdíl v Severní Americe trojnásobně větší, v Evropě je rozdíl dokonce 65 krát větší ve 

prospěch IVP embryí a dá se očekávat, že podíl in vitro a in vivo produkovaných embryí bude 

každým rokem narůstat (Viana, 2023). Z toho se dá vyvodit, že chovatelé mají o IVP embryí 

velký zájem a IVF bude nabírat na významu nejen v komerční sféře. Proto bude důležité celý 

IVF protokol zefektivnit pomocí výzkumu a popisu základních procesů, které probíhají in vivo.  

Jedním z možných směrů, kterými by se mohlo IVF ubírat, je zkoumání možností 

genetického inženýrství u koní. To by mohlo zahrnovat manipulaci s geny pro zlepšení 

specifických vlastností koní, jako je výkon, zdraví či odolnost vůči nemocem. Dalším 

potenciálním směrem je spojení IVF s moderními technologiemi jako je CRISPR/Cas9, což by 

umožnilo přesné úpravy genů koňských embryí. Tato technologie by mohla být využita k 

eliminaci genetických vad nebo dokonce k vytvoření geneticky modifikovaných koní s 

požadovanými vlastnostmi. Jelikož je koňský sport, ať už drezura, parkur, pólo či dostihy, 

velmi dobře financovaný, tyto techniky se mohou velmi brzy stát realitou a velmi 

pravděpodobně se najdou tací lidé, kteří si tyto služby zaplatí. 

Celkově lze tedy konstatovat, že IVF u koní představuje důležitý pokrok v oblasti 

reprodukční biologie a chovu koní. I přes stávající výzvy a omezení je potenciál IVF pro chov 

koní nezpochybnitelný. S dalším výzkumem a technologickými inovacemi může IVF nadále 

hrát klíčovou roli ve zlepšování genetické kvality a udržitelnosti populací koní po celém světě. 
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